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摘要 目的 对荧光 PCR 熔解曲线法检测结核分枝杆菌耐利福平突变方法进行临床研究，评价其
检测效能及在国境口岸应用价值。方法 应用荧光 PCR 熔解曲线法检测结核病人临床分离标本，
与传统药物敏感性试验对比，衡量该方法的灵敏度、特异性。结果 对347例结核病人临床分离培养
样本，药敏试验检出271例利福平敏感标本，76例利福平耐药标本; 荧光 PCR 熔解曲线法检出269例
利福平敏感标本，78例利福平耐药标本，灵敏度为93． 42%，特异性为97． 42%，符合率为96． 54%。
结论 荧光PCR 熔解曲线法检测速度快速、灵敏度高、特异性强，可用于结核分枝杆菌利福平耐药
突变的快速检测，适于国境口岸对耐多药结核病的快速筛查。
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逐渐增加，其中耐多药结核病( MDR － TB) ［1］即至少
同时耐异烟肼和利福平两种一线抗结核药物的结核
病人也逐年增加，MDR － TB 病人治疗的治愈率最高
仅为63%，治疗周期是普通结核病治疗6 － 8个月的3
倍( 18 － 24个月) ，高治疗成本、长治疗周期、低治愈

















inhA ，rpoB ，rpsL / rrs ，embB 和 gyrA 基因位点突
变联系着 INH( 异烟肼) ，RIF( 利福平) ，SM( 链霉
素) ，EMB( 乙胺丁醇) 和 Fluoroquinolone( 喹诺酮)
耐药
［6］。通过检测突变的基因位点，就能得到结核杆
菌的耐药谱，其中编码 RNA 聚合酶 β 亚基的 rpoB
片段其81bp 核心区突变可以在 ＞ 95% 耐 RIF 结核
杆菌中检测到
［7］，rpoB 基因突变是与 RIF 耐药高度
相关的基因，结核杆菌中检测出 rpoB 基因突变即能
表明该菌株耐 RIF． 同时有研究表明耐 RIF 的菌株
有90%的菌株同时耐 INH，使得 rpoB 基因突变成为
MDR － TB 检测的标志性位点［8］。基于检测 rpoB 基
因突变的检测耐利福平的方法有 DNA 微阵列芯片
技术晶芯( 中国，博奥) 线性探针膜杂交技术 Gen-






















( PNB) 鉴别培养基和噻吩 － 2 － 羧酸肼( TCH) 生长








1． 3 熔解曲线法检测 RIF 耐药
按照荧光 PCR 熔解曲线法结核分枝杆菌利福
平耐药突变检测试剂盒 ( 批号: 10110401，厦门致
善生物科技有限公司) 说明书操作，简述如下。固体
培养基上生长的结核分枝杆菌，用标准接种环收集
菌株1环，振荡悬在250 μL TB DNA 提取液中，99℃
加热20分钟，14 000 rpm 离心10分钟，吸取5 μL 上清
液，加入到含20 μL PCR 反应液的反应管中，放入
CFX96实时荧光 PCR 扩增仪( USA，Bio － Rad) 进行
扩增和熔解分析。PCR 反应程序: UNG 处理50℃ 2
分钟，1 个 循 环; 预 变 性 95℃ 10 分 钟，1 个 循 环;
Touchdown 循环95℃ 15秒，70℃ 20秒 ( 每个循环下
降1℃ ) ，13个循环; PCR 循环76℃ 25秒，95℃ 15秒，
57℃ 20秒，76℃ 25秒，42个循环。熔解分析: 95℃ 2
分钟，40℃ 2分钟，45℃ －85℃ ( 设置在此阶段每1℃
采集 FAM 和 TET 通道荧光信号) ，1个循环。当样品
的 Tm 与阳性对照的 Tm 一致 ( 误差不超过1℃ ) 时





























耐药 71 7 78
敏感 5 264 269






















9 结核分枝杆菌 耐药 敏感 野生
26 结核分枝杆菌 耐药 敏感 野生
30 结核分枝杆菌 耐药 敏感 野生
206 结核分枝杆菌 耐药 敏感 野生
283 结核分枝杆菌 耐药 敏感 －
67 结核分枝杆菌 敏感 耐药 526CAC→AAC
130 结核分枝杆菌 敏感 耐药 526CAC→AGC
154 结核分枝杆菌 敏感 耐药 533CTG→CTA
173 结核分枝杆菌 敏感 耐药 533CTG→CCG
255 结核分枝杆菌 敏感 耐药 531TCG→TTG
281 结核分枝杆菌 敏感 耐药 531TCG→TTG
































表型 上 也 可 能 不 显 示 耐 药; 而 526CAC→ AGC、
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Detecting the mutation of ropB gene in mycobacterium tuberculosis isolates from clinical sample
by melting analysis based real － time PCR
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Abstract Objective To elevate the analysis abilities and valuation of the melting analysis based real － time PCR
for detecting the mutation of ropB gene in mycobacterium tuberculosis in frontier health quarantine． Methods To
compare the melting analysis assay and drug susceptibility testing ( DST) by detecting the isolates from clinical
sample． Results 347 mycobacterium tuberculosis isolates were detected by two methods，271 rifampin sensitivity
isolates and 76 rifampin resistant isolates were gained by DST，269 rifampin sensitivity isolates and 78 rifampin re-
sistant isolates were gained by the melting analysis assay，the sensitivity and specificity of melting analysis assay is
93． 42% and 97． 42%，the concordance of two methods is 96． 54% ． Conclusion The melting analysis assay own
short － time，higher sensitivity and specificity for detecting rifampin resistant in tuberculosis using clinical sample
and is available to use in frontier health quarantine．
Key words Mycobacterium tuberculosis melting analysis assay rifampin detect
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信息窗
联合国粮农组织担心今年再现 H5N1禽流感疫情
2011年8月29日消息: 联合国粮农组织29日发表声明，呼吁全世界密切关注今年秋冬季有可能再度出现的大规模 H5N1高
致病性禽流感疫情，并为此做好准备。
声明说，有迹象表明，H5N1禽流感的变异病毒正在亚洲蔓延。在今年春天暂停给家禽接种疫苗的越南，其中部和北部大部
分地区已被新型 H5N1禽流感病毒侵袭。新型 H5N1禽流感病毒在越南的蔓延会对柬埔寨、泰国、马来西亚构成直接危险，并危
及朝鲜半岛及更为遥远的日本地区。此外，野生鸟类的迁徙有可能将病毒传播到其他大陆。目前越南的兽医部门保持高度戒
备，计划在今年秋天推行新一轮目标明确的疫苗接种计划。
粮农组织兽医领域的高级官员卢布罗斯在声明中说，在2004年到2008年间，全世界曾出现禽流感疫情逐渐减少的趋势，但
今年秋冬 H5N1禽流感疫情有可能会再暴发，人们有可能"意外地在自家后院发现病毒"。
卢布罗斯指出，H5N1禽流感在孟加拉国、中国、埃及、印度、印度尼西亚和越南依然“根深蒂固”，这些国家可能面临最大风险。他
说，没有任何国家可以认为自己是绝对安全的，“准备和监视工作不可或缺，现在没有人可以忽视对 H5N1禽流感的防范工作”。
根据粮农组织的数据，H5N1禽流感病毒最早出现在2003年，截至目前全世界已报告有565人感染该病毒，其中331人死亡。
信息来源: 口岸信息快递
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